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Abreviaciones 
 
ACTH: Hormona adrenocorticotrófica 
BLA: Amígdala basolateral  
BSA: Albúmina de suero de bovino 
CCF: Función de correlación cruzada 
CRF: Factor liberador de corticotrofinas 
CRF-BP o BP: Proteína de unión a CRF 
CRFR: Receptor de CRF   
CRFR2α o R2α: Receptor de CRF tipo 2α 
Co-IP: Co-inmunoprecipitación 
DMSO: Dimetilsulfóxido 
DTT: Ditiotreitol 
DRN: Núcleo dorsal del rafe 
EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético 
ER: Retículo endoplasmático 
GPCR: Receptor unido a proteína G 
GRP78: Proteína relacionada con glucosa 78 
HEK293T: Human embrionic kidney 293T 
HPA: hipotálamo-hipófisis-adrenal 
HRP: Peroxidasa de rábano 
PBS: Tampón fosfato salino 
PVN: Núcleo paraventricular del hipotálamo 
PVDF: Polifluoruro de vinilideno 
RIPA: Tampón para inmunoprecipitación 
RPM: Revoluciones por minuto 
SDS: Dodecilsulfato de sodio 
TAPS: Tapsigargina 
TBS: Tampón tris salino 
UCN: Urocortina 
UPR: Respuesta a proteínas desplegadas 
VMH: Núcleo ventromedial del hipotálamo  
VTA: Área tegmental ventral 
  
5 
 
Resumen 
 
La respuesta a estrés es regulada por el sistema del factor liberador de corticotrofina (CRF). Dentro 
de este sistema, el receptor de CRF tipo 2 (CRFR2) y la proteína de unión a CRF (CRF-BP) están 
involucrados en el establecimiento y recaída en la búsqueda de cocaína inducida por estrés. 
Recientemente, una investigación de nuestro laboratorio mostró que CRF-BP interactúa 
físicamente con la isoforma alfa de CRFR2 (CRFR2α) y se propuso que esta interacción depende 
de un pseudopéptido señal en la región N-terminal de CRFR2α. Anterior a esto, se observó que 
este mismo pseudopéptido está involucrado en la asociación entre CRFR2α y calnexina, una 
proteína chaperona del retículo endoplasmático (ER). La interacción entre CRFR2α y CRF-BP 
facilita la translocación de CRFR2α desde compartimentos calnexina positivos hacia la membrana 
plasmática en un modelo de expresión heteróloga, y de forma similar, se ha reportado que 
situaciones de estrés agudo aumentan la presencia de CRFR2α en la membrana plasmática de 
neuronas serotoninérgicas del núcleo dorsal del rafe (DRN). Estos antecedentes nos llevaron a 
hipotetizar que en situaciones de estrés agudo CRF-BP actúa reduciendo la interacción entre 
CRFR2α y calnexina favoreciendo la presencia de este receptor en la membrana plasmática de 
neuronas serotoninérgicas del DRN.  
 
Para probar esta hipótesis, evaluamos la presencia de calnexina en la precipitación de CRFR2α con 
y sin la co-expresión de CRF-BP. Además, analizamos la precipitación y localización subcelular 
de estas proteínas en presencia de tapsigargina, una molécula que indirectamente reduce la afinidad 
de calnexina por sus sustratos. Los resultados obtenidos sugieren que CRF-BP disminuye la 
interacción entre CRFR2α y calnexina lo que a su vez podría favorecer la translocación de CRFR2α 
fuera de compartimientos calnexina positivos del ER. Además, se observó que tapsigargina 
aumenta tanto la expresión de CRFR2α cuando es co-expresado junto a CRF-BP como la 
interacción entre CRFR2α y CRF-BP. Adicionalmente, estos mecanismos podrían ser importantes 
en la regulación de la respuesta al estrés mediada por el DRN ya que se observó que CRF-BP se 
encuentra presente en esta área del cerebro de rata y que sus niveles podrían ser regulados por 
estrés. Este último resultado abre la oportunidad de estudiar estos mecanismos en un modelo 
animal. 
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Abstract 
 
The stress response is regulated by the corticotropin releasing factor (CRF) system. In this system, 
CRF type 2 receptor (CRFR2) and CRF binding protein (CRF-BP) are involved in the 
establishment and relapse to cocaine seeking induced by stressful stimuli. Recently, an 
investigation from our laboratory showed that CRF-BP physically interacts with the alpha isoform 
of CRFR2 (CRFR2α) and it was proposed that this interaction depends on the pseudo signal peptide 
located in the N-terminal region of CRFR2α. Previously, it was shown that this same pseudo signal 
peptide is also involved in the association between CRFR2α and calnexin, a chaperone protein of 
the endoplasmic reticulum (ER). The interaction between CRFR2α and CRF-BP facilitates 
CRFR2α translocation from calnexin positive compartments towards the plasmatic membrane in a 
heterologous expression model. Similarly, it has been reported that acute stress situations increase 
the presence of CRFR2α on the plasmatic membrane of serotoninergic neurons of the dorsal raphe 
nucleus (DRN). These evidences lead us to hypothesize that in acute stressful situations CRF-BP 
acts reducing the interaction between CRFR2α and calnexin favoring presence this receptor of this 
receptor on the plasmatic membrane of serotoninergic neurons of the DRN. 
 
To test this hypothesis, we evaluated the presence of calnexin on the precipitation of CRFR2α, with 
or without CRF-BP co-expression. Furthermore, we analyzed the precipitation and subcellular 
localization of these proteins in the presence of thapsigargin, a molecule that indirectly reduces 
calnexin affinity for its substrates. The obtained results suggest that CRF-BP decreases the 
interaction between CRFR2α and calnexin which in turns might favor CRFR2α translocation 
outside calnexin positive compartments of the ER. In addition, it was observed that thapsigargin 
increases CRFR2α levels when is co-expressed with CRF-BP as well as the interaction between 
CRFR2α and CRF-BP. Moreover, these mechanisms might be important in the regulation of DRN 
mediated stress responses due to the observation that CRF-BP is present in this region of the rat 
brain and its levels might be regulated by stress. This last result opens the opportunity to study this 
mechanisms in an animal model. 
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Introducción 
 
1. Sistema CRF 
 
La generación y coordinación de respuestas fisiológicas al estrés dependen de una compleja red de 
sistemas moleculares. Entre ellos, el sistema del factor liberador de corticotrofina (CRF) es uno de 
los mecanismos responsables de transmitir información relacionada al estrés en el cerebro (Bale 
and Vale, 2004). CRF fue originalmente descrito como un péptido liberado desde el núcleo 
paraventricular del hipotálamo (PVN) capaz de estimular la liberación de la hormona 
adrenocorticotrófica (ACTH) en la hipófisis anterior (Vale et al., 1981). ACTH a su vez produce la 
liberación de glucocorticoides en la corteza adrenal los que actúan como efectores finales del 
llamado eje hipotálamo-hipófisiario-adrenal (HPA), produciendo efectos fisiológicos y 
conductuales como la aceleración del metabolismo (mayor gluconeogénesis y lipolisis), aumento 
del tono cardiovascular y la tasa respiratoria, y generación de un estado de alerta y vigilancia 
(Charmandari et al., 2005; Smith and Vale, 2006). 
 
Hoy se sabe que la expresión de CRF no está limitada al PVN sino que se expresa en múltiples 
regiones del cerebro, incluyendo áreas del sistema límbico, donde regula directamente estados de 
estrés y ansiedad de forma independiente al eje HPA (Henckens et al., 2016). Estos estados de 
disforia gatillados por CRF extra hipotalámico pueden motivar la búsqueda y consumo de 
sustancias (Koob and Zorrilla, 2010). Por esto, la desregulación del sistema CRF está implicada 
tanto en trastornos del ánimo (Aubry, 2013), como en adicción a sustancias (Zorrilla et al., 2014). 
 
El sistema CRF incluye al péptido CRF (Vale et al., 1981), 3 ligandos conocidos como urocortinas 
(UCN 1-3) (Pan and Kastin, 2008); dos receptores acoplados a proteína G (GPCR); los receptores 
de CRF 1 y 2 (CRFR1 y CRFR2) (Chalmers et al., 1996); y la proteína de unión a CRF (CRF-
BP)(Westphal and Seasholtz, 2006). CRF y UCN1 se unen a CRFR1 y CRFR2 con alta afinidad. 
Sin embargo, UCN1 tiene aproximadamente 40 veces mayor afinidad por CRFR2 que por CRFR1. 
Por otro lado UCN2 y 3 se unen prácticamente sólo a CRFR2 (Hauger et al., 2006; Westphal and 
Seasholtz, 2006) (Fig 1).  
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Fig 1. Representación esquemática del sistema CRF en la membrana plasmática. Modificado 
de (Shekhar et al., 2005). 
 
Los receptores de CRF (CRFR) son receptores acoplados a proteína G del tipo B y poseen un 70% 
de identidad entre ellos, donde los residuos más conservados se encuentran en los loops 
intracelulares mientras que los loops extracelulares son menos conservados (90% y 60% de 
identidad respectivamente). Importantemente, ambos receptores se unen a las mismas proteínas G 
y señalizan mediante segundos mensajeros similares ya que el sitio de unión a proteína G se 
encuentra 100% conservado (Grammatopoulos, 2012).  
CRFR 1 y 2 poseen distintos patrones de expresión lo que en parte podría explicar los diferentes 
efectos conductuales observados tras su activación (Henckens et al., 2016). CRF1R se encuentra 
ampliamente expresado a través del cerebro. En contraste, CRFR2α que es la variante de splícing 
de CRFR2 más abundante en el sistema nervioso central, posee un patrón de expresión más discreto 
confinado a estructuras subcorticales como el septum lateral (LS), el núcleo ventromedial del 
hipotálamo (VMH), el área tegmental ventral (VTA), amígdala basolateral (BLA) y el núcleo dorsal 
del rafe (DRN). (Hauger et al., 2006; Henckens et al., 2016) (Fig 2). 
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Fig 2. Diagrama de las áreas del cerebro de rata donde se expresa CRFR2α y se sobrelapa la 
expresión de CRF-BP en cerebro de rata. Las áreas donde se sobrelapa la expresión de CRF-BP 
con CRFR2α están marcadas con una línea punteada naranja. Puntos rojos representan neuronas 
glutamatérgicas, puntos azules neuronas GABAérgicas y puntos grises son neuronas de tipo no 
especificado. OB = Bulbo olfatorio, LS = Septum lateral, BNST = Núcleo del lecho de la estría 
terminal, CeA = Amígdala central, BLA = Amígdala basolateral Hip = Hipocampo, RN = Núcleo 
dorsal del rafe, VMH = Hipotálamo ventromedial, VTA = Área tegmental ventral.  Modificado de 
(Henckens et al., 2016). 
 
 
2. CRF-BP 
CRF-BP es una glicoproteína de 37 kDa estructuralmente no relacionada a los receptores de CRF, 
evolutivamente está altamente conservada y se expresa ampliamente en el CNS incluyendo áreas 
relacionadas a la regulación de la respuesta al estrés y la gratificación como la hipófisis, la 
amígdala, el VTA y algunos núcleos del rafe, donde sobrelapa su expresión con otros componentes 
del sistema CRF (Potter et al., 1992; Chalmers et al., 1995; Westphal and Seasholtz, 2006) (Fig 2). 
En relación a esto, múltiples estudios en distintas áreas del cerebro y una amplia variedad de 
organismos indican que, en general, estímulos estresantes regulan positivamente la expresión de 
CRF-BP (Ketchesin et al., 2017). CRF-BP se une a CRF en una región distinta a la que unen sus 
receptores y lo hace con mayor afinidad. También se une con alta afinidad a UCN1 y en menor 
proporción a UCN2 (Eckart et al., 2001; Hauger et al., 2006; Huising et al., 2008). CRF-BP  se 
encuentra presente en lisosomas y peroxisomas y puede ser secretada por la vía de secreción 
regulada, lo que sugiere distintas funciones dependiendo del contexto celular (Peto et al., 1999; 
Blanco et al., 2008).  
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Originalmente CRF-BP fue descrita uniéndose a CRF en el plasma sanguíneo y se propuso que su 
función era limitar la liberación de ACTH durante el embarazo, un periodo de alta liberación de 
CRF por parte de la placenta, mediante la reducción de la vida media de CRF (Linton et al., 1988; 
Saphier et al., 1992). El modelo de CRF-BP como inhibidor de la acción de CRF ha sido respaldado 
por investigaciones que demuestran que CRF-BP es capaz de inhibir la liberación de ACTH 
mediada por CRF desde células corticotrofas (Potter et al., 1991; Cortright et al., 1995).  
Contrario a este modelo, se ha señalado que la unión CRF/CRF-BP podría no ser lo suficientemente 
rápida para neutralizar completamente la señalización en el eje HPA (Linton et al., 1990). Además, 
se ha observado que CRF-BP y CRFR2α son tanto necesarios para la potenciación de receptores 
NMDA por parte de CRF en neuronas dopaminérgicas del VTA (Ungless et al., 2003) como para 
el establecimiento y la recaída en la búsqueda de sustancias adictivas (Wang et al., 2007; Albrechet-
Souza et al., 2015). Más aún, un constructo quimérico de CRFR2α fusionado con un fragmento de 
CRF-BP (CRF-BP 10Kd) resultó en un aumento en la señalización de este receptor (Haass-Koffler 
et al., 2016). Estos datos son consistentes con la idea de que CRF-BP en conjunto con CRFR2α 
potencian la señalización del sistema CRF. 
3. CRFR2α 
CRFR2α es una variante de splicing de CRFR2 de 411aa (Lovenberg et al., 1995) cuya función ha 
sido comúnmente asociada al “enfrentamiento al estrés” (coping) y la restauración de la 
homeostasis en oposición al rol predominantemente ansiogénico de CRFR1 (Henckens et al., 
2016). Esta visión  es respaldada por reportes de ratones knock out (KO) para CRFR2α que poseen 
un fenotipo tipo-ansioso y problemas para recuperarse del estrés (Bale et al., 2000; Kishimoto et 
al., 2000; Issler et al., 2014). Se han obtenido resultados similares en ratones KO para CRF-BP 
(Karolyi et al., 1999) y para las urocortinas (Neufeld-Cohen et al., 2010; Shemesh et al., 2016). Sin 
embargo, esta visión es incompleta ya que se sabe que la activación de CRFR2α puede generar 
efectos opuestos dependiendo del área donde se produce la activación (Henckens et al., 2016), el 
consumo de drogas (Wang et al., 2007; Williams et al., 2014) y el historial previo de exposición a 
estrés (Henry et al., 2006; Waselus et al., 2009). Relacionado a esto último, se ha reportado que la 
exposición a estresores puede aumentar la expresión y activación de CRFR2α (Waselus et al., 2009; 
Lebow et al., 2012; Gai et al., 2016). 
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A diferencia de los demás GPCRs, CRFR2α posee un pseudopéptido señal en su región N-terminal 
que no es clivado y forma parte de la proteína madura (Rutz et al., 2006). El pseudopéptido de 
CRFR2α falla en dirigir la inserción de cadenas nacientes de este receptor al ER y es el primer 
dominio transmembrana de CRFR2α el que funciona como una secuencia señal ancla para integrar 
al receptor en la membrana del ER (Rutz et al., 2006). A pesar de esto, se ha propuesto que el 
pseudopéptido de CRFR2α presenta múltiples funciones como prevenir la homo-oligomerización 
del receptor (Teichmann et al., 2012), generar que señalice de forma monofásica acoplando 
exclusivamente a Gs (Schulz et al., 2010) y fomentar la maduración y tráfico del receptor a través 
de vías de secreción tempranas (Rutz et al., 2006). CRFR2α muestra una baja externalización hacia 
la membrana en comparación a CRFR1 y en relación a esto se ha observado que el pseudopéptido 
señal de CRFR2α es responsable de la interacción de este receptor con calnexina, una proteína 
chaperona del retículo endoplasmático, lo que podría aumentar su retención en este organelo 
(Schulz et al., 2010). Consecuentemente, se ha reportado que CRFR2α se localiza principalmente 
en forma intracelular en células HEK293 que sobreexpresan CRFR2α (Fuenzalida et al., 2014) y 
neuronas del  DRN (Waselus et al., 2009). 
4. Interacción entre CRFR2α y CRF-BP 
La mayoría de los GPCRs se encuentran dispuestos como stocks de receptores funcionales que son 
retenidos en el ER o Golgi hasta su liberación mediante desplazamiento competitivo mediado por 
otras proteínas chaperonas o “escoltas” (Achour et al., 2008; Caramelo and Parodi, 2008; Doly and 
Marullo, 2015). Una investigación reciente de nuestro laboratorio mostró que CRF-BP y CRFR2α 
co-localizan en neuronas mesencefálicas y que CRF-BP actúa como proteína escolta interactuando 
físicamente con el dominio N-terminal de CRFR2α aumentando la translocación de este receptor 
desde compartimentos calnexina positivos del ER hacia la membrana plasmática en un sistema de 
expresión heteróloga (Slater et al., 2016). Adicionalmente, como parte de esta investigación, se 
desarrollaron in silico nuevos modelos moleculares para CRF-BP y CRFRα y se realizaron 
simulaciones de acoplamiento proteína-proteína. Los resultados de estas simulaciones sugirieron 
que los 12 primeros aminoácidos del extremo N-terminal de CRFR2α son especialmente 
importantes para la interacción entre CRF-BP y CRFRα (Slater et al., 2018). Es decir, lo más 
probable es que residuos del pseudopéptido señal, sólo presente en CRFR2α, sean responsables de 
la interacción entre CRFR2α y CRF-BP.  
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5. El núcleo dorsal del rafe como candidato para estudiar el papel de CRF-BP sobre el 
tráfico de CRFR2α. 
Una de las áreas del cerebro donde el tráfico de CRFR2α por parte de CRF-BP podría tener efectos 
importantes es el DRN. En esta área la exposición a estrés cambia notablemente la distribución de 
CRFR2α aumentando su externalización hacia la membrana plasmática (Waselus et al., 2009). A 
su vez, la regulación del tráfico de CRFR2α es relevante en la fisiología del DRN ya que es una de 
las áreas del cerebro que presenta mayor expresión de CRFR2α (Chalmers et al., 1995; Van Pett et 
al., 2000), y se ha observado que la activación de CRFR2α producido por altas concentraciones de 
CRF en el DRN genera un aumento en la liberación de serotonina facilitando respuestas de defensa 
pasiva (Hammack et al., 2003; Lukkes et al., 2008). Consecuentemente, se ha postulado que el 
historial previo a estrés cambia la distribución subcelular de CRFR2α en neuronas serotoninérgicas 
aumentando su actividad y la liberación de serotonina frente a estímulos estresantes lo que cambia 
el tipo de respuesta al estrés de activa a pasiva (Price et al., 2002; Valentino et al., 2010; Snyder et 
al., 2015).  
Las proyecciones serotoninérgicas del DRN inervan múltiples áreas del sistema de recompensa 
(Waselus et al., 2011) y modulan la transmisión dopaminérgica en estas estructuras (Di Matteo et 
al., 2008). Por esto, es probable que CRFR2α al regular neuronas serotoninérgicas del DRN vincule 
la respuesta al estrés con el funcionamiento del sistema de recompensa y pueda repercutir en el 
desarrollo de patologías como la adicción (Valentino et al., 2010; Waselus et al., 2011). 
La exposición a estrés también aumenta la expresión de CRF-BP in vivo en áreas del cerebro como 
la hipófisis y la BLA (McClennen et al., 1998; Lombardo et al., 2001; Herringa et al., 2004), y se 
ha reportado que la expresión de CRF-BP también aumenta en células co-transfectadas con CRFR1 
y tratadas con CRF in vitro (Cortright et al., 1997). Por tanto, el aumento en la expresión de CRF-
BP en situaciones de estrés agudo podría coincidir con la translocación de CRFR2α hacia la 
membrana plasmática en neuronas del DRN. Sin embargo, a pesar de que se ha observado la 
expresión del mRNA de CRF-BP en los núcleos del rafe magno y rostral linear (Potter et al., 1992), 
aún no se ha descrito la presencia de CRF-BP específicamente en el DRN, ni se ha estudiado la 
regulación de su expresión frente a estímulos estresantes. 
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Planteamiento del problema 
 
La distribución y función de CRFR2α dependen de CRF-BP. Sin embargo, actualmente se 
desconoce si el aumento de la presencia de CRFR2α en la membrana plasmática ocurre debido a 
que CRF-BP promueve la disociación del complejo CRFR2α/calnexina. Además, no se ha evaluado 
la importancia de este mecanismo en la fisiología del DRN. 
Hipótesis 
 
CRF-BP disminuye la interacción entre CRFR2α y calnexina, promoviendo el tráfico de CRFR2α 
desde el ER hacia la membrana plasmática de neuronas del DRN. 
Objetivos 
 
Objetivo general:  
Analizar el tráfico de CRFR2α y su interacción con calnexina en presencia o no de CRF-BP usando 
un sistema de expresión heteróloga en células HEK293T y evaluar la factibilidad de que estos 
mecanismos actúen en el DRN. 
 
Objetivos específicos: 
1. Analizar la interacción de CRFR2α con CRF-BP y comparar la interacción de CRFR2α con 
calnexina en presencia o ausencia de CRF-BP en un sistema de expresión heteróloga. 
 
2. Analizar la retención de CRFR2α en compartimientos del ER en presencia o ausencia de 
CRF-BP y/o tapsigargina.  
 
3. Analizar la presencia de CRF-BP en el DRN. 
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Materiales y Métodos 
 
1. Cultivo celular, vectores y anticuerpos 
En los estudios de expresión heteróloga se utilizó células HEK293T (Human embrionic kidney) 
las que expresan de forma endógena calnexina pero no CRFR2α (Atwood et al., 2011) ni CRF-BP 
(Jahn et al., 2001). Se sembró 8 x 106 células en placas de 10 cm y 70.000 células en placas de 24 
pocillos. En el caso de las placas de 24 pocillos se utilizó cubreobjetos de vidrio cubiertos de 
polilisina 1x para sembrar las células sobre ellos. Se incubó las células con medio de cultivo HEK 
(medio de Dulbecco modificado del medio de Eagle) (Gibco; Gaithersburg, MD, USA) 
suplementado con suero fetal bovino (Hyclone Labs; Logan, UT, USA) 10 % (v/v), 
penicilina/estreptomicina 100X (Gibco) 1 % (v/v) GlutaMax (Gibco) 2 mM, y se mantuvo a las 
celulas en una atmosfera humidificada a 37 °C y 5 % CO2. 
 
El vector pcDNA3.1/HA-CRFR2α se generó añadiendo un epítope HA a un vector plasmidial 
obtenido anteriormente en nuestro laboratorio (Fuenzalida et al., 2014). El vector 
pcDNA3.1/CRFR2α-Flag se obtuvo de forma similar. El vector pcDNA3.1/MycCRF2αR se obtuvo 
de GeneCopoeia (Rockville, MD, USA) y los constructos pcDNA3.1/CRF-BP-wt y CRF-BP-Flag 
fueron donados del laboratorio del Dr. Vale (Clayton Foundation Laboratories for Peptide Biology, 
Salk Institute, La Jolla, CA, USA). La estructura de estos constructos se esquematiza en la figura 
3 (Fig 3).  
 
 
Fig 3. Representación esquemática de los distintos constructos de CRFR2α. Los segmentos 
blancos corresponden a los distintos epítopes fusionados a los extremos de CRFR2α el cual es 
representado por los segmentos negros que incluyen al pseudopéptido señal en su extremo N-
terminal representado en gris. 
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Los anticuerpos usados para Western blot y/o inmunofluorescencia fueron: Anti-HA hecho en ratón 
(1:1000, Covance, Emeryville, CA, USA), anti-Myc hecho en conejo (1:5000 WB, 1:1000, IF 
Abcam, Cambridge, MA, UK), anti-FLAG hecho en ratón (1:1000 WB y IF, Stratagene, La Jolla, 
CA, USA) anti-CRF-BP hecho en conejo (1:100 WB, 1:200 IF, Santa Cruz Biotechnology Inc., 
Santa Cruz, CA, USA), anti-CRFR2α hecho en cabra (1:500 WB, 1:200 IF, Santa Cruz 
Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA), anti-Calnexina hecho en conejo (1:4000 WB, 1:1000 
IF, Sigma), anti-GAPDH hecho en ratón (1:10.000, Millipore Corporation, Billerica, MA, USA), 
anti-β-actina hecho en ratón (1:2000, Sigma), anti-IgG de conejo, anti-IgG de ratón y anti-IgG de 
cabra hechos en burro y conjugados con HRP para WB (1:5.000 conejo y cabra, 1:4000 ratón, 
Jackson Immnuno Research Laboratories Inc.; West Grove, PA, USA), anti-IgG de cabra 
conjugado a Alexa555, anti-IgG de rata conjugado a Alexa647, anti-IgG de conejo conjugado a 
Alexa488, anti-IgG de ratón conjugado a Alexa488 (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, 
USA), anti-IgG de conejo conjugado a Cy3 (Jackson Immnuno Research Laboratories Inc.; West 
Grove, PA, USA). Se usó todos los anticuerpos secundarios para inmunofluorescencia en dilución 
1:1000. 
 
2. Transfección y aplicación de tapsigargina 
Doce horas post siembra se transfectó las placas de células de 10 cm y 24 pocillos con 8 µg y 0,5 
µg/pocillo de DNA plasmidial respectivamente. Para esto se utilizó Lipofectamina 2000 según las 
instrucciones del fabricante (Invitrogen; Carlsbad, CA, USA). Se realizó las transfecciones usando 
una mezcla equimolar de vectores y se ajustó las cantidades totales de DNA añadiendo el vector 
vacío pcDNA 3.1. El medio de cultivo se cambió 6 h después de cada transfección y en el caso de 
los experimentos de estrés reticular el nuevo medio de cultivo se suplementó con 1 μM tapsigargina 
o 0,1 % DMSO como control. 
3. Inmunofluorescencia y microscopia confocal 
Se fijó las células 24 h post transfección con paraformaldehído 4 % (PFA) en buffer fosfato salino 
(PBS) 1x por 20 min. Luego, se lavó 3 veces con PBS CaCl2 10 µM y MgCl2 100 µM (PBS 
Ca2+/Mg2+) y se permeabilizó en una solución de Triton-X100 0.2 % (Sigma) por 10 min a 
temperatura ambiente. Se lavó 2 veces en PBS Ca2+/Mg2+ y se bloqueó con PBS con albumina de 
suero de bovino (BSA) 1 % (Rockland Immunochemical; Gilbertsville, PA, USA) y glicina 20 mM 
por al menos 1 h a temperatura ambiente; seguido por una incubación toda la noche a 4 °C con las 
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mezclas de anticuerpos primarios. Al día siguiente se lavó 3 veces con PBS Ca2+/Mg2+ y se incubó 
durante 1 h con una mezcla de anticuerpos secundarios. Finalmente, se montó las células con medio 
Dako (Dako, Carpenteria, CA, USA) sobre portaobjetos. 
 
Las imágenes de fluorescencia se captaron con el microscopio confocal Olympus Fluoview 1000 
y se obtuvieron digitalmente con un objetivo 100x como stacks de imágenes de entre 30 y 40 planos 
z con una profundidad de plano de 200 nm por célula usando el software FV10-ASW 4.1 y el modo 
secuencial de escaneo laser para 3 canales. 
 
4. Extracción de proteínas, Co-inmunoprecipitación y Western-Blot  
El protocolo de extracción y co-inmunoprecipitación se adaptó del trabajo de Slater et al. (2016). 
Veinticuatro horas post transfección (o 27 h post transfección para los experimentos con 
tapsigargina) se eliminó el medio de cultivo, y se lavó 2 veces con PBS 1X pH 7.4. Luego se 
recolectó las células en 1 ml de PBS 1X pH 7.4, se centrifugó a 1000 RPM por 5 min a 4 °C, se 
eliminó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 1 ml de buffer de lisis Tris-HCl 50 mM pH 
8.0, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM e inhibidor de proteasa 1x. Este lisado se incubó por 20 min en 
hielo, se centrifugó a 14000 RPM por 30 min y se eliminó el sobrenadante. El pellet resultante se 
resuspendió en 600 µl de buffer de lisis RIPA 1x inhibidor de proteasa 1x, se sonicó 2 veces por 5 
s (intensidad 80-90) y se incubó por 30 min en hielo. Finalmente se centrifugó el lisado a 14000 
RPM por 30 min y se recuperó el sobrenadante. 
 
Se determinó la concentración de proteínas de los extractos mediante el kit Micro BCA protein 
assay kit (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) y se realizó todas las co-inmunoprecipitaciones 
usando el set "Mouse TrueBlot” o “Rabbit TrueBlot” dependiendo de la especie de la 
inmunoglobulina del anticuerpo a precipitar (eBioscience; San Diego, CA, USA): Por condición,  
se diluyó 1 mg de proteína a 1 ml usando buffer RIPA 1x con inhibidor de proteasa 1x. Estos 
extractos se pre-clarearon con el set "TrueBlot” según las instrucciones del fabricante. Se separó 
un 5 % del total de solución preclareada para usar como input y luego se incubó los extractos con 
2 µg de anticuerpo primario por 2 h a 4 °C con rotación constante y entonces se añadió 50 µl de 
beads “TrueBlot”. Se incubó con rotación constante toda la noche a 4 °C y se centrifugó las 
muestras durante 3 min a 2500 G. Se guardó el sobrenadante para ensayos de eficiencia y las beads 
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se lavaron mediante 2 lavados con buffer RIPA 1x seguido de 2 lavados con PBS 1x pH 7.4 con 
centrifugaciones de 3 min a 2500 G entre cada lavado. 
 
El análisis de los extractos de proteínas se realizó por SDS-PAGE y Western-Blot. Para esto se 
mezcló 30 μl de extracto de proteína con buffer de carga con urea y DTT (urea 8 M, SDS 2 %, DTT 
100 mM, 0,001 % azul de bromofenol, 20% glicerol,  Tris 375 mM, pH 6.8) esta mezcla se incubó 
a 37º C por 1 h. Se separó las proteínas por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12 % siempre 
usando un estándar de proteínas preteñidas (Thermo scientific) y buffer de corrida (Tris base 27,4 
mM; glicina 2 mM; SDS 0,1 %, pH 8,3). Se transfirió los geles a membranas de polifluoruro de 
vinilideno (PVDF) usando un buffer de transferencia (Tris base 27,4 mM: glicina 200 mM; metanol 
20% v/v). Luego se secó las membranas, se volvió reactivar las membranas sumergiéndolas en 
metanol 100 % y se bloquearon con una solución de leche 5% durante una hora con agitación 
constante. Despues se incubó toda la noche con agitación constante a 4 °C usando una solución de 
leche 5 % con el anticuerpo primario contra la proteína a analizar. A la mañana siguiente se lavó 3 
veces con TBS 1x Tween-20 0,1 %, y a continuación se aplicó otra solución de leche 5 % pero con 
anticuerpo secundario contra la IgG de la especie del anticuerpo primario durante 2 h con agitación 
constante. Finalmente, se reveló las bandas inmunorreactivas usando el kit de detección 
quimioluminiscente “SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate”; Thermo Scientific) 
según las indicaciones del fabricante. 
 
5. Animales y extracción de proteínas desde tejido 
Se utilizó 2 ratas Sprague Dawley macho de aproximadamente 300 g. Una de las ratas se sometió 
a un protocolo de aislamiento social crónico antes de la extracción de tejido. Para la extracción de 
proteínas desde tejido, se anestesió a las ratas mediante una inyección intraperitoneal de hidrato 
cloral 8 % (400 mg/Kg) (Reuter S.A). Luego se las decapitó y se les extrajo el cerebro 
manualmente. El cerebro se enfrió en PBS 1x pH 7,4 y se obtuvo rebanadas de cerebro, justo bajo 
el área del hipotálamo (entre bregma -7 y -8) utilizando un molde para cerebros. Luego, se extrajo 
un punch de tejido debajo del área del acueducto para obtener tejido del DRN. Se agregaron 100 
µl de buffer RIPA 1x (Millipore Corporation) al tejido aislado que posteriormente se disgregó con 
una jeringa de 1 ml y se sonicó en frio 3 veces por 10 s. Este extracto se incubó por 20 min en frio, 
se centrifugó por 20 min a 15000 G y se recuperó el sobrenadante. 
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6. Análisis de imágenes y tests estadísticos 
Se procesó las imágenes capturadas con el software ImageJ (Rasband, WS, ImageJ, 
NIH,http://rsb.info.nih.gov/ij). Se deconvolucionó las imágenes usando el plugin “Iterative 
Deconvolve 3D” dentro de imageJ y se realizó los análisis de co-localización usando el método 
descrito por Van Steensel et al. (1996), con el plugin “JaCoP” en ImageJ. Similar a lo realizado 
por Slater et al. (2016), se procesó 40 planos z con una separación 200nm para 8 células por 
condición experimental. La función de correlación cruzada (CCF) de imágenes con doble marca se 
calculó moviendo el primer canal sobre el segundo por una distancia de -20 pixeles ≤ ΔX ≤ +20 
pixeles en dirección x con respecto al segundo canal o viceversa. Se graficó estos valores en función 
de nm de desplazamiento de la imagen. También se calculó los coeficientes de correlación de 
Pearson usando el mismo plugin. 
Finalmente, se realizó los análisis estadísticos utilizando el software Prism 5 (GraphPad Software 
Inc., San Diego, CA, USA).  Se expresó los valores como el porcentaje de la condición control con 
el error estándar ± del promedio para el grupo experimental y se evaluó las diferencias 
estadísticamente significativas mediante un T-test donde P < 0.05 se consideró significativo. 
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Diseño experimental 
 
La figura 4 (Fig 4) resume a modo esquemático las aproximaciones experimentales empleadas 
para abordar cada uno de los objetivos específicos de esta tesis. 
 
 
Fig 4. Diseños experimentales para abordar cada objetivo específico. A) Representación 
esquemática del diseño experimental del objetivo 1. El cuadro con línea discontinua indica que ese 
paso fue realizado únicamente en los experimentos con tapsigargina. B) Representación 
esquemática del diseño experimental del objetivo 2. C) Representación esquemática del diseño 
experimental del objetivo 3. 
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Resultados 
 
1) CRF-BP interactúa con formas de ~40Kda de CRFR2α  
Inicialmente se evaluó la co-precipitación de Myc-CRFR2α con CRF-BP-Flag en extractos de 
células HEK293t co-expresando ambas proteínas a 24 y 48 h post transfección para determinar el 
tiempo post-transfección óptimo para realizar nuestros experimentos. No se observó diferencias 
notables en la cantidad de Myc-CRFR2α co-precipitada con CRF-BP-Flag entre las 24 y 48 h tras 
normalizar contra los inputs (Co-IP/input 24 h y 48 h: 2,51 y 2,81 respectivamente). Además, se 
detectó varias bandas en los blots para Myc-CRFR2α donde la interacción entre Myc-CRFR2α y 
CRF-BP-Flag ocurrió exclusivamente en las bandas de ~40 y ~38 KDa las que presentaron un 
mayor nivel de proteína a las 24 h (Fig 5).  
 
Considerando que la interacción entre Myc-CRFR2α no cambió notablemente entre las 24 y 48 h 
y que se observó un mayor nivel de Myc-CRFR2α a las 24 h, se decidió realizar el resto de los 
experimentos a las 24 h post-transfección.  
 
Fig 5. CRF-BP-Flag interactúa con formas de ~40KDa de Myc-CRFR2α. Co-
inmunoprecipitación de extractos de proteínas obtenidos a las 24 y 48 h post transfección con Myc-
CRFR2α y CRF-BP-Flag. Se inmunoprecipitó CRF-BP-Flag usando un anticuerpo anti-Flag y 
posteriormente se reveló usando un anticuerpo anti-myc (n=1). 
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2) Los distintos constructos de CRFR2α co-precipitan de forma distinta con CRF-BP 
 
Luego de observar la interacción entre Myc-CRFR2α con CRF-BP-Flag, se evaluó la interacción 
de distintos constructos de CRFR2α con CRF-BP a las 24 h post transfección. Probamos estos 
constructos para determinar si la ubicación y longitud de los epítopes fusionados a CRFR2α en 
cada constructo podrían afectar su interacción con CRF-BP.  
La cantidad de CRF-BP precipitada fue distinta para cada constructo. Por un lado, no se observó 
interacción entre HA-CRFR2α y CRF-BP-Flag, mientras que por otro lado, la co-precipitación 
observada entre CRFR2α-Flag y CRF-BP-wt  resultó más abundante que la obtenida para Myc-
CRFR2α con CRF-BP-Flag  (Fig 6). Por esto, se decidió utilizar el constructo CRFR2α-Flag junto 
con CRF-BP-wt para los análisis posteriores. 
 
 
Fig 6.  Distintos constructos de CRFR2α co-precipitan de forma distinta con CRF-BP. Co-
inmunoprecipitación de HA-CRFR2α con CRF-BP-Flag (primer carril), Myc-CRFR2α con CRF-
BP-Flag (segundo carril) y CRFR2α-Flag con CRF-BP-wt (tercer carril). A la izquierda de cada 
carril se indican los distintos anticuerpos primarios utilizados para inmunoprecipitar (IP) los 
distintos constructos de CRFR2α usando sus respectivos epítopes y los anticuerpos utilizados para 
revelar CRF-BP en cada blot, donde los blots de extractos de células con co-expresión de CRF-BP-
Flag se revelaron usando un anticuerpo anti-Flag mientras que el blot del extracto con co-expresión 
de CRF-BP-wt se reveló usando un anticuerpo anti-CRF-BP. (n=1) 
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3) CRF-BP disminuye la interacción entre CRFR2α y calnexina 
Habiendo establecido las condiciones óptimas para observar la interacción entre CRFR2α y CRF-
BP se procedió a analizar la interacción entre CRFR2α-Flag y calnexina en presencia o no de CRF-
BP-wt. Los datos preliminares obtenidos de tres experimentos distintos sugieren que CRF-BP-wt 
reduce la interacción entre CRFR2α-Flag y calnexina (Fig 7). Este resultado sin embargo no resultó 
estadísticamente significativo (P= 0,10 donde P< 0,05 se consideró significativo). 
 
 
 
Fig 7. CRF-BP-wt reduce la interacción entre CRFR2α-Flag y calnexina. A) Co-
inmunoprecipitacíon de CRFR2α-Flag y calnexina. Se inmunoprecipitó CRFR2α-Flag con un 
anticuerpo anti-Flag y el posterior revelado se realizó con un anticuerpo anti-calnexina. B) 
Cuantificación de la diferencia entre el porcentaje de calnexina precipitada para el grupo co-
transfectado con CRFR2α-Flag y CRF-BP-wt en relación con el grupo transfectado solo con 
CRFR2α-Flag (n=3) 
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4) El nivel de CRFR2α aumenta en presencia de un inductor de estrés reticular solo si es 
co-expresado junto a CRF-BP 
Como aproximación adicional para evaluar la capacidad de CRF-BP de competir por la unión de 
CRFR2α con calnexina, se utilizó tapsigargina,  un inductor de estrés reticular que indirectamente 
reduce la afinidad de calnexina por sus sustratos. De esta forma, se evaluó la co-precipitación de 
CRFR2α-Flag con calnexina en presencia o no de CRF-BP-wt y/o tapsigargina, y en paralelo, se 
analizó el cambio en la distribución subcelular de CRFR2α-Flag bajo las mismas condiciones. 
 
El análisis de los niveles de proteínas en este experimento reveló que GRP78, una proteína 
chaperona del ER que es utilizada como marcador de estrés reticular (Li et al., 1993; Delpino et 
al., 1998), aumentó su nivel en presencia de tapsigargina consistente con la inducción de estrés 
reticular. Un resultado similar se observó para calnexina que también es una proteína chaperona de 
ER. Por otro lado, CRF-BP-wt mantuvo su nivel constante frente a la aplicación de tapsigargina 
mientras que, al contrario, el nivel de CRFR2α-flag aumentó notablemente frente a la aplicación 
de tapsigargina pero solo en el grupo co-transfectado con CRF-BP-wt (Fig 8). Esto indica que 
ambas proteínas son procesadas de forma distinta frente a la aplicación de tapsigargina y el estrés 
reticular. 
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Fig 8. El estrés reticular producido por tapsigargina aumentó los niveles de CRFR2α-Flag 
solo en presencia de CRF-BP-wt.  A) Análisis de los niveles de proteína en células HEK293t 
transfectadas y tratadas con tapsigargina o DMSO. La tabla bajo los carriles de bandas 
inmunorreactivas indica el tipo de transfección y tratamiento recibido por cada grupo experimental. 
A1) Niveles de calnexina y CRFR2α-Flag. A2) Niveles de GRP78 y CRF-BP-wt. B) Cuantificación 
de los niveles de cada proteína analizada expresado como la intensidad de la señal de cada banda 
dividida por su respectivo control de carga. B1: Calnexina, B2: CRFR2α-Flag, B3: GRP78 y B4: 
CRF-BP-wt. (n=1) 
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5) La interacción entre CRFR2α y CRF-BP aumenta en presencia de estrés reticular.  
Luego de realizar el análisis de los niveles de proteína de los extractos se evaluó la co-
inmunoprecipitación de CRFR2α-Flag con CRF-BP-wt y calnexina en presencia o no de CRF-BP 
y/o tapsigargina. A diferencia de lo previamente obtenido en el análisis de interacción entre 
CRFR2α-Flag y calnexina. La diferencia en la precipitación de calnexina entre los grupos control 
sólo expresando CRFR2α-Flag y co-transfectado con CRF-BP-wt fue marginal. Más aún, en los 
grupos tratados con tapsigargina aparentemente hubo una mayor interacción entre CRFR2α-Flag y 
calnexina en el grupo que co-expresando CRF-BP-wt en relación con el  grupo que sólo expresó 
CRFR2α-Flag. Por otro lado, en paralelo también se pudo observar un aumento considerable de la 
interacción entre CRF-BP-wt y CRFR2α-Flag en el grupo tratado con tapsigargina comparado al 
grupo control (Fig 9), lo que indica que la aplicación de tapsigargina y la inducción de estrés 
reticular afecta las interacciones de CRFR2α-Flag con CRF-BP-wt y calnexina. 
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Fig 9. La interacción entre CRFR2α y CRF-BP aumentó en presencia de estrés reticular. A) 
Co-inmunoprecipitación de CRFR2α-flag co transfectado o no con CRF-BP-wt y en presencia o 
no de DMSO o tapsigargina. Se inmunoprecipitó CRFR2α-Flag con un anticuerpo anti-Flag y el 
posterior revelado se realizó con un anticuerpo anti-calnexina y un anticuerpo anti-CRF-BP en 
paralelo cortando la membrana en dos. El carril de arriba muestra bandas inmunoreactivas de 
calnexina y el de abajo bandas de CRF-BP-wt. La tabla bajo los carriles de bandas inmunoreactivas 
indica el tipo de transfección y tratamiento recibido por cada grupo experimental. B) Cuantificación 
del ensayo de co-inmunoprecipitación calculado como la intensidad de la señal de cada banda 
dividida por su respectivo control de carga. (n=1) 
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6) El estrés reticular afecta la localización subcelular de CRFR2α 
Adicional al análisis de los niveles de proteína y la co-inmunoprecipitación, se preparó en paralelo 
un ensayo de inmunofluorescencia en células HEK293t con los mismos grupos experimentales del 
ensayo anterior con tapsigargina para realizar un análisis de la localización subcelular de CRFR2α-
Flag. Para esto, se evaluó la co-localización de CRFR2α-Flag con calnexina y KDEL, una señal 
peptídica de destinación/retención en ER como marcador de este organelo.  
 
Similar a lo reportado anteriormente (Slater et al., 2016), una alta proporción de CRFR2α-Flag co-
localiza con calnexina (CCF 0,3 para grupo control de CRFR2α-Flag transfectado sólo). 
Aparentemente esta proporción aumenta para los grupos con tapsigargina (0,48 para CRFR2α-Flag 
transfectado sólo) y disminuye en los grupos co-transfectados con CRF-BP-wt (0,23 para el grupo 
control co-transfectado con CRFR2α-Flag y CRF-BP-wt y 0,42 para el mismo grupo, pero tratado 
con tapsigargina) (Fig 10).   
De manera similar, los grupos tratados con tapsigargina mostraron mayor CCF de CRFR2α-Flag 
con KDEL, siendo el grupo co-transfectado con CRFR2α-Flag y CRF-BP-wt y tratado con 
tapsigargina el que mostró la mayor CCF (0,31). Los grupos control con y sin co-transfección de 
CRF-BP-wt no presentaron diferencias notables donde ambos mostraron una baja CCF con KDEL 
(0,16 y 0,15 para CRFR2α-Flag transfectado sólo y CRFR2α-Flag co-transfectado con CRF-BP-
wt respectivamente) (Fig 11).  
En conjunto estos resultados sugieren que el estrés reticular promueve la retención de CRFR2α-
Flag en compartimientos calnexina positivos dentro del ER y que CRF-BP-wt es capaz de mitigar 
este efecto. Además, la aplicación de tapsigargina aparentemente también produce la retención de 
CRFR2α-Flag en otros compartimientos del ER. 
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Fig 10. El estrés reticular promueve la retención de CRFR2α-Flag en compartimientos 
calnexina positivos y CRF-BP-wt mitiga este efecto. A) Microfotografías de 
inmunofluorescencias en células HEK293t representativas de cada condición, elegidas por la 
similitud de la curva de su análisis de co-localización con la del promedio, donde CRFR2α se ve 
en rojo y calnexina en verde. A la derecha y bajo cada recuadro también se muestran vistas 
ortogonales para confirmar la co-localización de las marcas A1) CRFR2α-Flag tratado con DMSO, 
A2) CRFR2α-Flag tratado con tapsigargina, A3) CRFR2α-Flag co-transfectado con CRF-BP-wt 
tratado con DMSO, A4) CRFR2α-Flag co-transfectado con CRF-BP-wt tratado con tapsigargina. 
B) Análisis de co-localización de Van Steensel entre CRFR2α-Flag y calnexina. Los datos 
representan el promedio de co-localización para un experimento donde se analizaron 8 células por 
condición. Coeficiente de correlación de Pearson por condición: R2flag DMSO = 0.31, R2flag 
TAPS = 0.48, R2flag + BPwt = 0.23, R2BP TAPS = 0.42. 
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Fig 11. Co-localización de CRFR2α-Flag con KDEL en presencia o no de CRF-BP y con o sin 
tapsigargina. A) Microfotografías de inmunofluorescencias en células HEK293t representativas 
de cada condición elegidas por la similitud de la curva de su análisis de co-localización con la del 
promedio, donde CRFR2α se ve en rojo y KDEL en verde A la derecha y bajo cada recuadro 
también se muestran vistas ortogonales para confirmar la co-localización de las marcas A1) 
CRFR2α-Flag tratado con DMSO, A2) CRFR2α-Flag tratado con tapsigargina, A3) CRFR2α-Flag 
co-transfectado con CRF-BP-wt tratado con DMSO, A4) CRFR2α-Flag co-transfectado con CRF-
BP-wt tratado con tapsigargina B) Análisis de co-localización de Van Steensel entre CRFR2α-Flag 
y KDEL. Los datos representan el promedio de co-localización para un experimento donde se 
analizaron 8 células por condición. Coeficiente de correlación de Pearson por condición: R2flag 
DMSO = 0.16, R2flag TAPS = 0.25, R2flag + BPwt = 0.15, R2BP TAPS = 0.31.   
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7) CRF-BP se expresa en el núcleo dorsal del rafe de ratas  
Un estudio publicado por el grupo de Waselus mostró que CRFR2α cambia su distribución 
subcelular en el núcleo dorsal del rafe (DRN) en ratas sometidas a estrés agudo, ya que es reclutado 
hacia la  membrana plasmática de neuronas del DRN (Waselus et al., 2009). Sin embargo, el 
mecanismo por el cual ocurre esta redistribución no ha sido identificado.  Tomando en cuenta que 
CRF-BP es capaz de actuar como proteína chaperona aumentando la presencia de CRFR2α en la  
membrana plasmática (Slater et al., 2016) y que la expresión de CRF-BP aumenta en situaciones 
de estrés agudo tanto en la BLA como en la pituitaria de ratas (McClennen et al., 1998; Herringa 
et al., 2004), es posible que CRF-BP esté mediando los efectos vistos en DRN. En relación a esto, 
se sabe que CRF-BP se expresa en los núcleos del rafe magno y rostral linear  (Potter et al., 1992) 
pero aún no se ha descrito que CRF-BP se exprese específicamente en el DRN. Por eso, extrajimos 
proteínas del DRN de dos ratas con un peso similar de aproximadamente 300 gr: Una recién 
adquirida del bioterio, y la otra sometida a un protocolo de estrés por aislamiento social crónico el 
cual se sabe potencia la respuesta excitatoria mediada por CRF en el DRN (Lowry et al., 2000).  
El análisis de los extractos de proteínas mostró que CRF-BP efectivamente se encuentra presente 
en DRN y aparentemente los niveles de CRF-BP de la rata sometida a estrés por aislamiento son 
inferiores a los de la rata control (Fig 12). 
 
 
 
 
 
 
32 
 
 
 
Fig 12. CRF-BP se encuentra presente en el núcleo dorsal del rafe. A) Análisis de los niveles 
de CRF-BP en distintas diluciones de extractos de proteína de DRN de una rata sometida a 
aislamiento social y una rata control. B) Suma de la cuantificación de las bandas de 20 ug, 50 ug y 
100 ug de proteína calculada como la intensidad de la señal de cada banda dividida por su 
respectivo control de carga. 
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Discusión 
 
Esta tesis entrega nueva información sobre la interacción entre CRF-BP y CRFR2α como también 
del papel de CRF-BP en el tráfico de CRFR2α en un modelo de sobrexpresión en células HEK293t, 
en un contexto normal y en una situación de estrés reticular. Además, proveemos evidencia sobre 
la presencia de la proteína CRF-BP en el DRN, un área donde el papel de CRF-BP en el tráfico de 
CRFR2α podría ser especialmente relevante.  
 
Durante el ensayo de co-inmunoprecipitación de CRF-BP-Flag y Myc-CRFR2α se observaron 
varias bandas inmunorreactivas de entre 70 y 38 KDa pero solo se observó co-inmunoprecipitación 
de Myc-CRFR2α para las bandas de ~40 y ~38 KDa. El peso molecular teórico para CRFR2α es 
de 47,69 KDa y consecuentemente se han reportado bandas inmunorreactivas de ~48 KDa para 
este receptor en extractos de PVN, BNST y vejiga (Dabrowska et al., 2011; Hanna-Mitchell et al., 
2014). Por otro lado, también se han reportado bandas de ~70 KDa para CRFR2α-Flag transfectado 
en células HEK293 (Fuenzalida et al., 2014). Con respecto a esto, el grupo de Rutz utilizando 
constructos de CRFR2α unidos a EGFP mostró que extractos de células HEK293 transfectadas con 
estos constructos presentaban principalmente 3 bandas inmunorreactivas: Una banda de alto peso 
molecular correspondiente al receptor maduro con glicosilaciones complejas, una banda de peso 
molecular intermedio correspondiente a formas con alto contenido de manosa, y una banda de bajo 
peso molecular correspondiente a formas no glicosiladas del receptor (Rutz et al., 2006). En este 
estudio las bandas descritas pesaban 100 KDa, 78 KDa y 72 KDa respectivamente. Si descontamos 
el peso molecular de la EGFP fusionada a estos constructos que es de aproximadamente 28 KDa 
(Hink et al., 2000) podemos deducir que los pesos para las distintas bandas del receptor sin EGFP 
deberían ser de ~72 KDa, ~50 KDa y ~44 KDa, respectivamente. Estos pesos calzan mejor con los 
distintos pesos moleculares reportados para otros estudios y el nuestro. Sin embargo, las bandas de 
~40 KDa son de un peso inferior incluso a estas estimaciones.  
 
Una posibilidad es que estas bandas correspondan a receptores degradados, sin embargo, el grado 
de definición de las bandas observadas sugiere que son moléculas que poseen cierta estabilidad 
como para poder acumularse en bandas visibles por Western blot. Otra posibilidad es que estas 
bandas correspondan a proteínas en síntesis. Con respecto a esto, se ha especulado que podrían 
haber proteínas que se asocien al pseudopéptido señal de CRFR2α ayudando a traccionar cadenas 
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nacientes de CRFR2α a través del complejo translocón, ya que el pseudopéptido sólo falla en 
mediar la translocación de CRFR2α a través de la membrana de ER (Rutz et al., 2006). Esta 
explicación falla en el mismo sentido que la degradación de las proteínas en cuanto que estas 
cadenas nacientes también deberían acumularse para producir bandas visibles por Western blot. 
Otra explicación es que las bandas de 40 KDa y menos correspondan a variantes de splicing de 
CRFR2α, y de hecho, se ha reportado que existe una variante de splicing soluble de este receptor 
(sCRFR2α) (Chen et al., 2005). Esta variante comparte la mayor parte del primer dominio 
extracelular de CRFR2α, incluyendo al pseudopéptido señal, sin embargo, la deleción del exón 6 
causa la terminación prematura de la traducción del receptor y la generación de un dominio C-
terminal de 38 aminoácidos carente de dominios transmembrana. sCRFR2α es un péptido de 143 
aminoácidos que se ha observado con un peso molecular de entre 20 y 40 KDa, y bandas de ~40 
KDa de CRFR2α han sido atribuidas a esta variante de splicing en extractos de PVN y BNST 
(Dabrowska et al., 2011). Ya que sCRFR2α posee el mismo pseudopéptido señal que CRFR2α y 
que este es el sitio putativo de interacción con CRF-BP, no sería extraño que ambas proteínas 
interactuaran. Además como sCRFR2α también se une a CRF (Chen et al., 2005), la interacción 
entre CRF-BP y la isoforma soluble de CRFR2α podrían tener un efecto aditivo en la captura de 
CRF y en la modulación de la actividad de los CRFRs. 
 
El hecho de haber podido co-precipitar CRF-BP-wt con CRFR2α-Flag usando el epítope Flag 
fusionado al extremo C-terminal de CRFR2α, y que CRFR2α-Flag haya sido el constructo que 
registró la mayor interacción con CRF-BP, implica que CRF-BP interactúa con formas de CRFR2α 
que conservan su dominio C-terminal, situación que no ocurre en sCRFR2α. Por esto, las bandas 
de ~40 KDa podrían corresponder a formas inmaduras del receptor implicando a CRF-BP en etapas 
tempranas de la síntesis de CRFR2α. 
 
Experimentos adicionales son necesarios para esclarecer la identidad de estas bandas y por ejemplo 
se podrían realizar ensayos de digestión de glicosilaciones o arresto en la síntesis de proteínas para 
determinar si la unión a CRF-BP depende del nivel de maduración del receptor. Alternativamente, 
también sería interesante transfectar un vector que contenga la secuencia de sCRFR2α para probar 
su interacción con CRF-BP. 
Los distintos constructos de CRFR2α presentaron distintos niveles de afinidad por CRF-BP. Como 
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prueba de esto, no se detectó la interacción entre HA-CRFR2α con CRF-BP-Flag pero si entre 
Myc-CRFR2α con CRF-BP-Flag y CRFR2α-Flag con CRF-BP-wt. Notablemente, la interacción 
entre CRFR2α-Flag con CRF-BP-wt fue más intensa que la interacción observada para Myc-
CRFR2α con CRF-BP-Flag. Estas diferencias se pueden explicar tomando en cuenta las 
características estructurales de cada uno de los constructos usados (Fig 3). HA-CRFR2α posee tres 
copias del epítope HA ligados a su extremo N-terminal, lo que se traduce en un péptido de 27 
aminoácidos a continuación del sitio putativo de interacción entre CRFR2α y CRF-BP. Esto a su 
vez podría impedir la correcta interacción entre estas proteínas. Una situación similar ocurre para 
Myc-CRFR2α donde el epítope Myc también esta fusionado al extremo N-terminal del constructo, 
pero a diferencia de HA-CRFR2α, Myc-CRFR2α sólo contiene una copia del epítope Myc 
comprendiendo apenas 10 aminoácidos por lo que puede que interfiera menos en las interacciones 
del pseudopéptido de CRFR2α. Por último, CRFR2α-Flag, el constructo que aparentemente 
presentó la mayor interacción con CRF-BP, posee un epítope Flag de solo 8 aminoácidos en su 
extremo C-terminal lo que no debería producir impedimentos para que CRF-BP pueda interactuar 
con el pseudopéptido señal de CRFR2α. Este resultado reafirma la importancia del extremo N-
terminal de CRFR2α en su interacción con CRF-BP. 
 
En concordancia con nuestra hipótesis inicial, la co-expresión de CRFR2α-Flag con CRF-BP-wt 
resultó en una disminución de la interacción entre CRFR2α-Flag y calnexina. Este resultado se 
observó en tres experimentos independientes y aunque no fue estadísticamente significativo, si se 
observó una clara tendencia que se podría volver significativa frente a un mayor número de 
iteraciones del experimento. A pesar de este resultado, aun no podemos descartar que la 
sobreexpresión de ambas proteínas podría producir que parte del pool de calnexinas que se une a 
CRFR2α se redirija a CRF-BP induciendo de igual manera la disminución observada. Por tanto, se 
requieren controles adicionales como por ejemplo realizar el mismo experimento, pero añadiendo 
un grupo co-transfectado con CRFR2α junto a otra proteína que no interactúe con este receptor, 
que posea un peso molecular similar a CRF-BP y que también sea secretada por la vía de secreción 
regulada. Esto ayudaría a descartar que la disminución observada en la interacción entre CRFR2α-
Flag y calnexina no sea solo a causa de la sobreexpresión de dos proteínas distintas.   
Como aproximación adicional para investigar el efecto de CRF-BP sobre la interacción de CRFR2α 
con calnexina decidimos usar tapsigargina por su capacidad de reducir indirectamente la afinidad 
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de calnexina por sus sustratos (Di Jeso et al., 2003). Tapsigargina actúa inhibiendo canales de calcio 
ATPasa de retículo sarco/endoplasmático (SERCA) lo que reduce a su vez la concentración de Ca+2 
luminal generando estrés reticular y una reducción de la actividad de calnexina (Paschen et al., 
1996; Periasamy and Kalyanasundaram, 2007). Hipotetizamos que tapsigargina debería inducir 
una reducción en la interacción entre CRFR2α y calnexina favoreciendo la interacción entre CRF-
BP y CRFR2α, como también la translocación de CRFR2α fuera de compartimientos calnexina 
positivos si es que CRF-BP y calnexina compiten por la unión a CRFR2α-Flag.  
Como observación preliminar, se analizó los niveles de proteína de CRF-BP, CRFR2α y calnexina 
en presencia o no de CRF-BP y/o la aplicación de tapsigargina. En estos experimentos se usó 
GRP78 como control de inducción de estrés reticular (Kozutsumi et al., 1988). Los resultados 
mostraron que ambas proteínas chaperonas aumentaron su nivel en respuesta a los tratamientos con 
tapsigargina reflejo de la inducción de la respuesta a proteínas desplegadas (UPR) como ha sido 
previamente reportado (Ma and Hendershot, 2004). Por otro lado, el nivel de CRF-BP-Flag se 
mantuvo constante entre el grupo control y expuesto a tapsigargina, mientras que por el contrario, 
el nivel de CRFR2α aumentó pero solo en el grupo co-transfectado con CRFR2α y CRF-BP en 
presencia de tapsigargina.  
CRFR2α y CRF-BP se sobre-expresaron utilizando vectores de expresión con un promotor CMV 
lo que es distinto a un contexto fisiológico normal donde el gen de cada proteína está bajo la 
regulación de un promotor específico. Por tanto, es improbable que exista una regulación 
diferencial en la transcripción de estos constructos frente a estrés reticular. En contraposición, el 
nivel de CRFR2α se disparó en el grupo co-transfectado con CRFR2α y CRF-BP en presencia de 
tapsigargina. Esto podría explicarse, por ejemplo, por una regulación a nivel traduccional donde 
una mayor capacidad del retículo endoplasmático para plegar proteínas gatillado por el aumento 
de la expresión de chaperonas podría aumentar la síntesis de CRFR2α. El hecho que CRF-BP no 
haya aumentado su expresión frente a la aplicación de tapsigargina podría deberse a que estas 
chaperonas posean mayor afinidad por CRFR2α produciendo que cuando ambas proteínas se co-
expresan una mayor proporción de chaperonas se una a CRFR2α reduciendo la eficiencia en la 
síntesis de CRF-BP. Alternativamente, la aplicación de tapsigargina podría generar una 
acumulación anormal de proteínas mal plegadas las cuales alcanzan a ser eficientemente eliminadas 
cuando sólo se sobreexpresa una proteína, como es el caso del grupo transfectado únicamente con 
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CRFR2α. En cambio cuando se sobreexpresan dos proteínas, como en el grupo co-transfectado con 
CRF-BP y CRFR2α, puede que solo una proteína mal plegada sea correctamente eliminada y la 
otra se acumule como podrían ser CRF-BP y CRFR2α, respectivamente.  
De todas formas, es interesante observar el hecho de que el tratamiento con tapsigargina no 
aumenta el nivel de CRFR2α en el grupo transfectado únicamente con este receptor, sino que 
además requiere de la co-transfección con CRF-BP. CRF-BP al unirse a CRFR2α podría estar 
favoreciendo la actividad de calnexina en la síntesis de CRFR2α. A primera vista el hecho de que 
CRF-BP reduzca la interacción entre CRFR2α y calnexina debería inhibir la capacidad de calnexina 
para plegar correctamente CRFR2α, sin embargo, se sabe que algunos sustratos de calnexina pasan 
por múltiples ciclos de unión y separación para su correcto plegamiento (Solda et al., 2007). 
Considerando esto, un ciclo de unión y separación de CRFR2α con calnexina gatillado por CRF-
BP generaría dos ambientes distintos donde se podrían favorecer distintas interacciones inter e 
intramoleculares necesarias para el correcto plegamiento y la síntesis de CRFR2α. 
Alternativamente, CRF-BP al separar CRFR2α de calnexina podría favorecer la interacción de 
CRFR2α con otras chaperonas como GRP78 acelerando su correcto plegamiento.  
El experimento de co-inmunoprecipitación de CRFR2α-Flag con calnexina en presencia de CRF-
BP y/o tapsigargina entrego resultados inesperados. Si bien tapsigargina tuvo el efecto esperado 
reduciendo la interacción de CRFR2α con calnexina en el grupo transfectado únicamente con este 
receptor y tratado con tapsigargina en relación al mismo grupo pero sin tapsigargina. 
Aparentemente no se redujo la interacción entre CRFR2α-Flag y calnexina en presencia de CRF-
BP-wt en los grupos control tratados con DMSO. Esto en contraste a lo observado en ensayos 
anteriores. Por el contrario, en el grupo tratado con tapsigargina y co-transfectado con CRFR2α-
Flag y CRF-BP-wt aumentó la interacción entre CRFR2α-Flag y calnexina en relación con el grupo 
transfectado únicamente con CRFR2α-Flag. Este último resultado probablemente es atribuible al 
aumento en los niveles de calnexina y CRFR2α-Flag.  
En los experimentos con tapsigargina se usó DMSO 0,1% como control ya que las soluciones de 
tapsigargina fueron diluidas en este compuesto. Sin embargo, DMSO no es una molécula inocua y 
se ha reportado que interactúa con proteínas (Arakawa et al., 2007) y puede afectar su asociación 
(Chan et al., 2017), Un estudio reportó que la aplicación de DMSO puede aumentar la 
sobreexpresión de GPCRs (Shukla et al., 2006). Este efecto no alteró la co-localización del receptor 
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en estudio con calnexina y se propuso que DMSO podría afectar el plegamiento de GPCRs 
recombinantes (Shukla et al., 2006). Tomando en cuenta estos antecedentes, es posible que la 
aplicación de DMSO pueda afectar la interacción entre CRFR2α-Flag y calnexina. 
La co-inmunoprecipitación de CRFR2α-Flag con CRF-BP-wt reveló por su parte un aumento en 
la interacción de CRF-BP-wt con CRFR2α-Flag tras la aplicación de tapsigargina. Este es el 
resultado que esperábamos obtener ya que nuestra hipótesis era que la reducción en la interacción 
entre CRFR2α-Flag y calnexina inducida por tapsigargina debería favorecer la interacción entre 
CRF-BP-wt y CRFR2α-Flag revelando que CRF-BP y calnexina compiten por la unión a CRFR2α-
Flag. En este caso sin embargo también observamos que la aplicación de tapsigargina aumenta la 
interacción entre CRFR2α-Flag y calnexina en presencia de CRF-BP-wt en vez de reducirla. Por 
esto, es probable que la elevada expresión de CRFR2α-Flag permita que ambas proteínas se unan 
a poblaciones distintas de CRFR2α-Flag.  
A pesar de esta observación, también es probable que exista competencia entre CRF-BP y calnexina 
por la unión a CRFR2α-Flag ya que la magnitud del aumento de ambas interacciones fue distinto. 
Esto se evidencia en que el aumento de la interacción entre CRFR2α-Flag y CRF-BP-wt fue mucho 
más marcado que el aumento para la interacción entre CRFR2α-Flag y calnexina. Si a esto le 
sumamos que el aumento en la interacción entre CRFR2α-Flag y calnexina en presencia de 
tapsigargina es notablemente inferior al aumento en los niveles de CRFR2α-Flag en la misma 
condición. Podríamos especular que a pesar de que el aumento en el nivel de CRFR2α-Flag permita 
que tanto CRF-BP y calnexina se unan a distintas poblaciones del receptor, simultáneamente 
predomina la interacción entre CRFR2α-Flag con CRF-BP-wt reflejado en las distintas tasas de 
cambio para cada interacción. Por lo que este resultado también apoya la hipótesis de que CRF-BP 
disminuye la interacción entre CRFR2α y calnexina. 
En paralelo a los ensayos de extractos de proteínas también se evaluó la localización subcelular de 
CRFR2α. Específicamente, se analizó la co-localización de este receptor con calnexina y KDEL, 
una señal peptídica de destinación/retención en ER presente en algunas proteínas chaperonas como 
GRP78 y calreticulina (Munro and Pelham, 1987; Fliegel et al., 1989) como marcador de ER.  
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Anteriormente se reportó que CRFR2α co-localiza con calnexina en el ER de células HEK293 
(Slater et al., 2016). En el presente estudio se obtuvo un resultado similar donde adicionalmente 
observamos que CRF-BP-wt es capaz de reducir la cantidad de CRFR2α-Flag presente en 
compartimientos calnexina positivos del ER, tanto en los grupos tratados con DMSO como en los 
tratados con tapsigargina. Este resultado concuerda con la idea de que la co-expresión de CRF-BP-
wt reduce la interacción entre CRFR2α-Flag y calnexina.  El aumento de la co-localización de 
CRFR2α con calnexina frente a la aplicación de tapsigargina contrasta con la disminución en la 
interacción de ambas proteinas por ejemplo entre los grupos únicamente transfectados con 
CRFR2α. Este resultado es explicable considerando que el aumento de calnexina frente a la 
aplicación de tapsigargina podría aumentar la cantidad de asociaciones débiles de esta chaperona 
con CRFR2α favoreciendo la acumulación de CRFR2α en compartimientos calnexina positivos. 
Adicional a los resultados con calnexina, el análisis de localización entre el constructo CRFR2α-
Flag y KDEL evidenció un aumento del CCF para los grupos tratados con tapsigargina en relación 
a los grupos control, donde el mayor aumento se registró en el grupo que fue co-transfectado con 
CRFR2α-Flag y CRF-BP-wt. Estos resultados son consistentes con la idea de que el CRFR2α-Flag 
liberado de calnexina por acción de CRF-BP-wt puede ser redirigido a otros compartimientos del 
ER como los KDEL positivos donde podría interactuar con otras proteínas chaperonas, como se ha 
reportado por ejemplo para la enzima tiroglobulina que al perder afinidad por calnexina se une a 
las chaperonas GRP78 y GRP69 (Di Jeso et al., 2003) 
Tomando en cuenta los cambios en la localización subcelular de CRFR2α inducidos por CRF-BP 
y/o tapsigargina es probable que el estrés reticular aumente la retención de CRFR2α-Flag en 
compartimientos calnexina positivos mientras que CRF-BP-wt mediante la disociación de CRFR2α 
y calnexina produzca la translocación de CRFR2α fuera de estos compartimientos. 
Finalmente, se investigó la presencia de CRF-BP en el núcleo dorsal del rafe (DRN). El papel de 
CRF-BP en el tráfico de CRFR2α podría ser especialmente relevante en esta área ya que la 
expresión de CRFR2α en esta área es especialmente alta en relación con el resto del cerebro y se 
ha postulado que la externalización de CRFR2α en el DRN juega un importante papel en la 
adaptación de la respuesta al estrés. Un estudio en particular mostró que estrés por inmovilización 
junto a aislamiento social potencia tanto la cantidad de neuronas serotoninérgicas que responden a 
CRF en DRN como la magnitud de esta respuesta (Lowry et al., 2000). Este fenómeno debería 
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ocurrir en paralelo a un aumento en la externalización de CRFR2α en neuronas serotoninérgicas 
del DRN lo que a su vez podría estar siendo gatillado por CRF-BP. Por esto, una de las ratas 
utilizadas en el análisis de CRF-BP en DRN recibió un tratamiento de aislamiento social crónico. 
El análisis por western blot de extractos de proteína del DRN revelaron la presencia de CRF-BP en 
el DRN y aparentemente los niveles de CRF-BP son más bajos en el animal sometido a estrés que 
en el animal control.  
A pesar de que en general la expresión de CRF-BP aumenta en situaciones de estrés agudo 
(Ketchesin et al., 2017) también se ha reportado que el estrés crónico tiende a disminuir la 
expresión de CRF-BP en la amígdala (Pisarska et al., 2000) por lo que es posible que una situación 
similar ocurra en el DRN donde inicialmente el estrés agudo produzca un aumento en la expresión 
de CRF-BP generando la externalización de CRFR2α y el aumento en la liberación de serotonina 
gatillada por CRF. Sin embargo, la activación crónica de CRFR2α en el DRN genera alteraciones 
adicionales en el sistema serotoninérgico reduciendo la respuesta de receptores de serotonina 
autoinhibitorios 5-HT1AR y produciendo un fenotipo tipo ansioso (Neufeld-Cohen et al., 2012). 
Por esto es probable que la expresión de CRF-BP sea regulada contribuyendo a evitar la sobre 
excitación del sistema serotoninérgico. 
De momento, estos resultados apuntan a que CRF-BP está presente en el DRN lo que coloca a esta 
proteína en un entorno ideal para modular la actividad de CRFR2α. Este hallazgo además podría 
abrir paso a realizar estudios del papel de CRF-BP sobre el tráfico de CRFR2α y la repercusión 
que este mecanismo tenga sobre la fisiología del DRN. 
 
  
41 
 
Conclusiones y proyecciones 
 
En colectivo, los resultados de esta tesis proveen evidencia adicional sobre el papel de CRF-BP 
sobre el tráfico de CRFR2α. CRF-BP parece asociarse preferentemente a formas de ~40KDa 
CRFR2α, si estas formas representan al receptor inmaduro o a la variante de slicing sCRFR2α 
queda pendiente de confirmación.  Por otro lado, los resultados observados para la interacción entre 
distintos constructos de CRFR2α con CRF-BP respaldan la importancia del extremo N-terminal de 
CRFR2α en esta interacción. 
 
En línea con nuestra hipótesis, observamos que CRF-BP disminuye la interacción entre CRFR2α 
y calnexina, mecanismo que fue evidenciado en ensayos de co-precipitación y apoyado por análisis 
de co-localización subcelular donde en línea con nuestro planteamiento inicial, CRF-BP parece 
mediar la translocación de CRFR2α fuera de compartimientos calnexina positivos. 
Adicionalmente, aportamos evidencia sobre la presencia de CRF-BP en el DRN lo que implica que 
CRF-BP podría estar involucrada en la modulación de la actividad de CRFR2α en esta área del 
cerebro convirtiéndola en un candidato idóneo para probar el papel de CRF-BP sobre el tráfico de 
CRFR2α en un modelo animal.  
 
Aún queda trabajo por delante para completar los resultados donde la prioridad es proveer los 
controles necesarios para corroborar los resultados obtenidos. Además, aún resta resolver 
incógnitas como por ejemplo la identidad de la banda de ~40 KDa a la que se une CRF-BP ¿Puede 
CRF-BP contribuir al plegamiento de CRFR2α durante su biogénesis temprana? ¿Qué otros 
factores están involucrados en la externalización de CRFR2α hacia la membrana plasmática? ¿La 
expresión de CRF-BP es regulada en el DRN contribuyendo a la adaptación de la respuesta al 
estrés?   Preguntas sin duda difíciles de dilucidar pero que ciertamente cada vez están más cerca de 
ser resueltas. 
 
  
42 
 
Referencias 
 
Achour, L., Labbe-Jullie, C., Scott, M.G., and Marullo, S. (2008). An escort for GPCRs: 
implications for regulation of receptor density at the cell surface. Trends Pharmacol Sci 
29, 528-535. 
Albrechet-Souza, L., Hwa, L.S., Han, X., Zhang, E.Y., Debold, J.F., and Miczek, K.A. (2015). 
Corticotropin Releasing Factor Binding Protein and CRF2 Receptors in the Ventral 
Tegmental Area: Modulation of Ethanol Binge Drinking in C57BL/6J Mice. Alcohol Clin 
Exp Res 39, 1609-1618. 
Arakawa, T., Kita, Y., and Timasheff, S.N. (2007). Protein precipitation and denaturation by 
dimethyl sulfoxide. Biophys Chem 131, 62-70. 
Aubry, J.M. (2013). CRF system and mood disorders. J Chem Neuroanat 54, 20-24. 
Bale, T.L., Contarino, A., Smith, G.W., Chan, R., Gold, L.H., Sawchenko, P.E., Koob, G.F., Vale, 
W.W., and Lee, K.F. (2000). Mice deficient for corticotropin-releasing hormone receptor-
2 display anxiety-like behaviour and are hypersensitive to stress. Nat Genet 24, 410-414. 
Bale, T.L., and Vale, W.W. (2004). CRF and CRF receptors: role in stress responsivity and other 
behaviors. Annu Rev Pharmacol Toxicol 44, 525-557. 
Blanco, V.M., Stern, J.E., and Filosa, J.A. (2008). Tone-dependent vascular responses to 
astrocyte-derived signals. Am J Physiol Heart Circ Physiol 294, H2855-2863. 
Caramelo, J.J., and Parodi, A.J. (2008). Getting in and out from calnexin/calreticulin cycles. J 
Biol Chem 283, 10221-10225. 
Cortright, D.N., Goosens, K.A., Lesh, J.S., and Seasholtz, A.F. (1997). Isolation and 
characterization of the rat corticotropin-releasing hormone (CRH)-binding protein gene: 
transcriptional regulation by cyclic adenosine monophosphate and CRH. Endocrinology 
138, 2098-2108. 
Cortright, D.N., Nicoletti, A., and Seasholtz, A.F. (1995). Molecular and biochemical 
characterization of the mouse brain corticotropin-releasing hormone-binding protein. Mol 
Cell Endocrinol 111, 147-157. 
Chalmers, D.T., Lovenberg, T.W., and De Souza, E.B. (1995). Localization of novel 
corticotropin-releasing factor receptor (CRF2) mRNA expression to specific subcortical 
nuclei in rat brain: comparison with CRF1 receptor mRNA expression. J Neurosci 15, 
6340-6350. 
Chalmers, D.T., Lovenberg, T.W., Grigoriadis, D.E., Behan, D.P., and De Souza, E.B. (1996). 
Corticotrophin-releasing factor receptors: from molecular biology to drug design. Trends 
Pharmacol Sci 17, 166-172. 
Chan, D.S., Kavanagh, M.E., Mclean, K.J., Munro, A.W., Matak-Vinkovic, D., Coyne, A.G., and 
Abell, C. (2017). Effect of DMSO on Protein Structure and Interactions Assessed by 
Collision-Induced Dissociation and Unfolding. Anal Chem 89, 9976-9983. 
Charmandari, E., Tsigos, C., and Chrousos, G. (2005). Endocrinology of the stress response. 
Annu Rev Physiol 67, 259-284. 
Chen, A.M., Perrin, M.H., Digruccio, M.R., Vaughan, J.M., Brar, B.K., Arias, C.M., Lewis, K.A., 
Rivier, J.E., Sawchenko, P.E., and Vale, W.W. (2005). A soluble mouse brain splice 
variant of type 2alpha corticotropin-releasing factor (CRF) receptor binds ligands and 
modulates their activity. Proc Natl Acad Sci U S A 102, 2620-2625. 
Dabrowska, J., Hazra, R., Ahern, T.H., Guo, J.D., Mcdonald, A.J., Mascagni, F., Muller, J.F., 
Young, L.J., and Rainnie, D.G. (2011). Neuroanatomical evidence for reciprocal 
43 
 
regulation of the corticotrophin-releasing factor and oxytocin systems in the 
hypothalamus and the bed nucleus of the stria terminalis of the rat: Implications for 
balancing stress and affect. Psychoneuroendocrinology 36, 1312-1326. 
Delpino, A., Piselli, P., Vismara, D., Vendetti, S., and Colizzi, V. (1998). Cell surface localization 
of the 78 kD glucose regulated protein (GRP 78) induced by thapsigargin. Mol Membr 
Biol 15, 21-26. 
Di Jeso, B., Ulianich, L., Pacifico, F., Leonardi, A., Vito, P., Consiglio, E., Formisano, S., and 
Arvan, P. (2003). Folding of thyroglobulin in the calnexin/calreticulin pathway and its 
alteration by loss of Ca2+ from the endoplasmic reticulum. Biochem J 370, 449-458. 
Di Matteo, V., Di Giovanni, G., Pierucci, M., and Esposito, E. (2008). Serotonin control of 
central dopaminergic function: focus on in vivo microdialysis studies. Prog Brain Res 
172, 7-44. 
Doly, S., and Marullo, S. (2015). Gatekeepers Controlling GPCR Export and Function. Trends 
Pharmacol Sci 36, 636-644. 
Eckart, K., Jahn, O., Radulovic, J., Tezval, H., Van Werven, L., and Spiess, J. (2001). A single 
amino acid serves as an affinity switch between the receptor and the binding protein of 
corticotropin-releasing factor: implications for the design of agonists and antagonists. 
Proc Natl Acad Sci U S A 98, 11142-11147. 
Fliegel, L., Burns, K., Maclennan, D.H., Reithmeier, R.A., and Michalak, M. (1989). Molecular 
cloning of the high affinity calcium-binding protein (calreticulin) of skeletal muscle 
sarcoplasmic reticulum. J Biol Chem 264, 21522-21528. 
Fuenzalida, J., Galaz, P., Araya, K.A., Slater, P.G., Blanco, E.H., Campusano, J.M., Ciruela, F., 
and Gysling, K. (2014). Dopamine D1 and corticotrophin-releasing hormone type-2alpha 
receptors assemble into functionally interacting complexes in living cells. Br J Pharmacol 
171, 5650-5664. 
Gai, Z., Li, K., Sun, H., She, X., Cui, B., and Wang, R. (2016). Effects of chronic noise on 
mRNA and protein expression of CRF family molecules and its relationship with p-tau in 
the rat prefrontal cortex. J Neurol Sci 368, 307-313. 
Grammatopoulos, D.K. (2012). Insights into mechanisms of corticotropin-releasing hormone 
receptor signal transduction. Br J Pharmacol 166, 85-97. 
Haass-Koffler, C.L., Henry, A.T., Melkus, G., Simms, J.A., Naemmuddin, M., Nielsen, C.K., 
Lasek, A.W., Magill, M., Schwandt, M.L., Momenan, R., Hodgkinson, C.A., Bartlett, 
S.E., Swift, R.M., Bonci, A., and Leggio, L. (2016). Defining the role of corticotropin 
releasing factor binding protein in alcohol consumption. Transl Psychiatry 6, e953. 
Hammack, S.E., Schmid, M.J., Lopresti, M.L., Der-Avakian, A., Pellymounter, M.A., Foster, 
A.C., Watkins, L.R., and Maier, S.F. (2003). Corticotropin releasing hormone type 2 
receptors in the dorsal raphe nucleus mediate the behavioral consequences of 
uncontrollable stress. J Neurosci 23, 1019-1025. 
Hanna-Mitchell, A.T., Wolf-Johnston, A., Roppolo, J.R., Buffington, T.C., and Birder, L.A. 
(2014). Corticotropin-releasing factor family peptide signaling in feline bladder urothelial 
cells. J Endocrinol 222, 113-121. 
Hauger, R.L., Risbrough, V., Brauns, O., and Dautzenberg, F.M. (2006). Corticotropin releasing 
factor (CRF) receptor signaling in the central nervous system: new molecular targets. CNS 
Neurol Disord Drug Targets 5, 453-479. 
Henckens, M.J., Deussing, J.M., and Chen, A. (2016). Region-specific roles of the corticotropin-
releasing factor-urocortin system in stress. Nat Rev Neurosci 17, 636-651. 
Henry, B., Vale, W., and Markou, A. (2006). The effect of lateral septum corticotropin-releasing 
44 
 
factor receptor 2 activation on anxiety is modulated by stress. J Neurosci 26, 9142-9152. 
Herringa, R.J., Nanda, S.A., Hsu, D.T., Roseboom, P.H., and Kalin, N.H. (2004). The effects of 
acute stress on the regulation of central and basolateral amygdala CRF-binding protein 
gene expression. Brain Res Mol Brain Res 131, 17-25. 
Hink, M.A., Griep, R.A., Borst, J.W., Van Hoek, A., Eppink, M.H., Schots, A., and Visser, A.J. 
(2000). Structural dynamics of green fluorescent protein alone and fused with a single 
chain Fv protein. J Biol Chem 275, 17556-17560. 
Huising, M.O., Vaughan, J.M., Shah, S.H., Grillot, K.L., Donaldson, C.J., Rivier, J., Flik, G., and 
Vale, W.W. (2008). Residues of corticotropin releasing factor-binding protein (CRF-BP) 
that selectively abrogate binding to CRF but not to urocortin 1. J Biol Chem 283, 8902-
8912. 
Issler, O., Carter, R.N., Paul, E.D., Kelly, P.A., Olverman, H.J., Neufeld-Cohen, A., Kuperman, 
Y., Lowry, C.A., Seckl, J.R., Chen, A., and Jamieson, P.M. (2014). Increased anxiety in 
corticotropin-releasing factor type 2 receptor-null mice requires recent acute stress 
exposure and is associated with dysregulated serotonergic activity in limbic brain areas. 
Biol Mood Anxiety Disord 4, 1. 
Karolyi, I.J., Burrows, H.L., Ramesh, T.M., Nakajima, M., Lesh, J.S., Seong, E., Camper, S.A., 
and Seasholtz, A.F. (1999). Altered anxiety and weight gain in corticotropin-releasing 
hormone-binding protein-deficient mice. Proc Natl Acad Sci U S A 96, 11595-11600. 
Ketchesin, K.D., Stinnett, G.S., and Seasholtz, A.F. (2017). Corticotropin-releasing hormone-
binding protein and stress: from invertebrates to humans. Stress 20, 449-464. 
Kishimoto, T., Radulovic, J., Radulovic, M., Lin, C.R., Schrick, C., Hooshmand, F., Hermanson, 
O., Rosenfeld, M.G., and Spiess, J. (2000). Deletion of crhr2 reveals an anxiolytic role for 
corticotropin-releasing hormone receptor-2. Nat Genet 24, 415-419. 
Koob, G.F., and Zorrilla, E.P. (2010). Neurobiological mechanisms of addiction: focus on 
corticotropin-releasing factor. Curr Opin Investig Drugs 11, 63-71. 
Kozutsumi, Y., Segal, M., Normington, K., Gething, M.J., and Sambrook, J. (1988). The presence 
of malfolded proteins in the endoplasmic reticulum signals the induction of glucose-
regulated proteins. Nature 332, 462-464. 
Lebow, M., Neufeld-Cohen, A., Kuperman, Y., Tsoory, M., Gil, S., and Chen, A. (2012). 
Susceptibility to PTSD-like behavior is mediated by corticotropin-releasing factor 
receptor type 2 levels in the bed nucleus of the stria terminalis. J Neurosci 32, 6906-6916. 
Li, W.W., Alexandre, S., Cao, X., and Lee, A.S. (1993). Transactivation of the grp78 promoter by 
Ca2+ depletion. A comparative analysis with A23187 and the endoplasmic reticulum 
Ca(2+)-ATPase inhibitor thapsigargin. J Biol Chem 268, 12003-12009. 
Linton, E.A., Behan, D.P., Saphier, P.W., and Lowry, P.J. (1990). Corticotropin-releasing 
hormone (CRH)-binding protein: reduction in the adrenocorticotropin-releasing activity 
of placental but not hypothalamic CRH. J Clin Endocrinol Metab 70, 1574-1580. 
Linton, E.A., Wolfe, C.D., Behan, D.P., and Lowry, P.J. (1988). A specific carrier substance for 
human corticotrophin releasing factor in late gestational maternal plasma which could 
mask the ACTH-releasing activity. Clin Endocrinol (Oxf) 28, 315-324. 
Lombardo, K.A., Herringa, R.J., Balachandran, J.S., Hsu, D.T., Bakshi, V.P., Roseboom, P.H., 
and Kalin, N.H. (2001). Effects of acute and repeated restraint stress on corticotropin-
releasing hormone binding protein mRNA in rat amygdala and dorsal hippocampus. 
Neurosci Lett 302, 81-84. 
Lovenberg, T.W., Liaw, C.W., Grigoriadis, D.E., Clevenger, W., Chalmers, D.T., De Souza, E.B., 
and Oltersdorf, T. (1995). Cloning and characterization of a functionally distinct 
45 
 
corticotropin-releasing factor receptor subtype from rat brain. Proc Natl Acad Sci U S A 
92, 836-840. 
Lowry, C.A., Rodda, J.E., Lightman, S.L., and Ingram, C.D. (2000). Corticotropin-releasing 
factor increases in vitro firing rates of serotonergic neurons in the rat dorsal raphe 
nucleus: evidence for activation of a topographically organized mesolimbocortical 
serotonergic system. J Neurosci 20, 7728-7736. 
Lukkes, J.L., Forster, G.L., Renner, K.J., and Summers, C.H. (2008). Corticotropin-releasing 
factor 1 and 2 receptors in the dorsal raphe differentially affect serotonin release in the 
nucleus accumbens. Eur J Pharmacol 578, 185-193. 
Ma, Y., and Hendershot, L.M. (2004). ER chaperone functions during normal and stress 
conditions. J Chem Neuroanat 28, 51-65. 
Mcclennen, S.J., Cortright, D.N., and Seasholtz, A.F. (1998). Regulation of pituitary 
corticotropin-releasing hormone-binding protein messenger ribonucleic acid levels by 
restraint stress and adrenalectomy. Endocrinology 139, 4435-4441. 
Munro, S., and Pelham, H.R. (1987). A C-terminal signal prevents secretion of luminal ER 
proteins. Cell 48, 899-907. 
Neufeld-Cohen, A., Kelly, P.A., Paul, E.D., Carter, R.N., Skinner, E., Olverman, H.J., Vaughan, 
J.M., Issler, O., Kuperman, Y., Lowry, C.A., Vale, W.W., Seckl, J.R., Chen, A., and 
Jamieson, P.M. (2012). Chronic activation of corticotropin-releasing factor type 2 
receptors reveals a key role for 5-HT1A receptor responsiveness in mediating behavioral 
and serotonergic responses to stressful challenge. Biol Psychiatry 72, 437-447. 
Neufeld-Cohen, A., Tsoory, M.M., Evans, A.K., Getselter, D., Gil, S., Lowry, C.A., Vale, W.W., 
and Chen, A. (2010). A triple urocortin knockout mouse model reveals an essential role 
for urocortins in stress recovery. Proc Natl Acad Sci U S A 107, 19020-19025. 
Pan, W., and Kastin, A.J. (2008). Urocortin and the brain. Prog Neurobiol 84, 148-156. 
Paschen, W., Doutheil, J., Gissel, C., and Treiman, M. (1996). Depletion of neuronal endoplasmic 
reticulum calcium stores by thapsigargin: effect on protein synthesis. J Neurochem 67, 
1735-1743. 
Periasamy, M., and Kalyanasundaram, A. (2007). SERCA pump isoforms: their role in calcium 
transport and disease. Muscle Nerve 35, 430-442. 
Peto, C.A., Arias, C., Vale, W.W., and Sawchenko, P.E. (1999). Ultrastructural localization of the 
corticotropin-releasing factor-binding protein in rat brain and pituitary. J Comp Neurol 
413, 241-254. 
Pisarska, M., Mulchahey, J.J., Welge, J.A., Geracioti, T.D., Jr., and Kasckow, J.W. (2000). Age-
related alterations in emotional behaviors and amygdalar corticotropin-releasing factor 
(CRF) and CRF-binding protein expression in aged Fischer 344 rats. Brain Res 877, 184-
190. 
Potter, E., Behan, D.P., Fischer, W.H., Linton, E.A., Lowry, P.J., and Vale, W.W. (1991). Cloning 
and characterization of the cDNAs for human and rat corticotropin releasing factor-
binding proteins. Nature 349, 423-426. 
Potter, E., Behan, D.P., Linton, E.A., Lowry, P.J., Sawchenko, P.E., and Vale, W.W. (1992). The 
central distribution of a corticotropin-releasing factor (CRF)-binding protein predicts 
multiple sites and modes of interaction with CRF. Proc Natl Acad Sci U S A 89, 4192-
4196. 
Price, M.L., Kirby, L.G., Valentino, R.J., and Lucki, I. (2002). Evidence for corticotropin-
releasing factor regulation of serotonin in the lateral septum during acute swim stress: 
adaptation produced by repeated swimming. Psychopharmacology (Berl) 162, 406-414. 
46 
 
Rutz, C., Renner, A., Alken, M., Schulz, K., Beyermann, M., Wiesner, B., Rosenthal, W., and 
Schulein, R. (2006). The corticotropin-releasing factor receptor type 2a contains an N-
terminal pseudo signal peptide. J Biol Chem 281, 24910-24921. 
Saphier, P.W., Faria, M., Grossman, A., Coy, D.H., Besser, G.M., Hodson, B., Parkes, M., Linton, 
E.A., and Lowry, P.J. (1992). A comparison of the clearance of ovine and human 
corticotrophin-releasing hormone (CRH) in man and sheep: a possible role for CRH-
binding protein. J Endocrinol 133, 487-495. 
Schulz, K., Rutz, C., Westendorf, C., Ridelis, I., Vogelbein, S., Furkert, J., Schmidt, A., Wiesner, 
B., and Schulein, R. (2010). The pseudo signal peptide of the corticotropin-releasing 
factor receptor type 2a decreases receptor expression and prevents Gi-mediated inhibition 
of adenylyl cyclase activity. J Biol Chem 285, 32878-32887. 
Shekhar, A., Truitt, W., Rainnie, D., and Sajdyk, T. (2005). Role of stress, corticotrophin releasing 
factor (CRF) and amygdala plasticity in chronic anxiety. Stress 8, 209-219. 
Shemesh, Y., Forkosh, O., Mahn, M., Anpilov, S., Sztainberg, Y., Manashirov, S., Shlapobersky, 
T., Elliott, E., Tabouy, L., Ezra, G., Adler, E.S., Ben-Efraim, Y.J., Gil, S., Kuperman, Y., 
Haramati, S., Dine, J., Eder, M., Deussing, J.M., Schneidman, E., Yizhar, O., and Chen, A. 
(2016). Ucn3 and CRF-R2 in the medial amygdala regulate complex social dynamics. Nat 
Neurosci 19, 1489-1496. 
Shukla, A.K., Reinhart, C., and Michel, H. (2006). Dimethylsulphoxide as a tool to increase 
functional expression of heterologously produced GPCRs in mammalian cells. FEBS Lett 
580, 4261-4265. 
Slater, P.G., Cerda, C.A., Pereira, L.A., Andres, M.E., and Gysling, K. (2016). CRF binding 
protein facilitates the presence of CRF type 2alpha receptor on the cell surface. Proc Natl 
Acad Sci U S A 113, 4075-4080. 
Slater, P.G., Gutierrez-Maldonado, S.E., Gysling, K., and Lagos, C.F. (2018). Molecular 
Modeling of Structures and Interaction of Human Corticotropin-Releasing Factor (CRF) 
Binding Protein and CRF Type-2 Receptor. Frontiers in Endocrinology 9. 
Smith, S.M., and Vale, W.W. (2006). The role of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis in 
neuroendocrine responses to stress. Dialogues Clin Neurosci 8, 383-395. 
Snyder, K.P., Hill-Smith, T.E., Lucki, I., and Valentino, R.J. (2015). Corticotropin-releasing 
Factor in the Rat Dorsal Raphe Nucleus Promotes Different Forms of Behavioral 
Flexibility Depending on Social Stress History. Neuropsychopharmacology 40, 2517-
2525. 
Solda, T., Galli, C., Kaufman, R.J., and Molinari, M. (2007). Substrate-specific requirements for 
UGT1-dependent release from calnexin. Mol Cell 27, 238-249. 
Teichmann, A., Rutz, C., Kreuchwig, A., Krause, G., Wiesner, B., and Schulein, R. (2012). The 
Pseudo signal peptide of the corticotropin-releasing factor receptor type 2A prevents 
receptor oligomerization. J Biol Chem 287, 27265-27274. 
Ungless, M.A., Singh, V., Crowder, T.L., Yaka, R., Ron, D., and Bonci, A. (2003). Corticotropin-
releasing factor requires CRF binding protein to potentiate NMDA receptors via CRF 
receptor 2 in dopamine neurons. Neuron 39, 401-407. 
Vale, W., Spiess, J., Rivier, C., and Rivier, J. (1981). Characterization of a 41-residue ovine 
hypothalamic peptide that stimulates secretion of corticotropin and beta-endorphin. 
Science 213, 1394-1397. 
Valentino, R.J., Lucki, I., and Van Bockstaele, E. (2010). Corticotropin-releasing factor in the 
dorsal raphe nucleus: Linking stress coping and addiction. Brain Res 1314, 29-37. 
Van Pett, K., Viau, V., Bittencourt, J.C., Chan, R.K., Li, H.Y., Arias, C., Prins, G.S., Perrin, M., 
47 
 
Vale, W., and Sawchenko, P.E. (2000). Distribution of mRNAs encoding CRF receptors in 
brain and pituitary of rat and mouse. J Comp Neurol 428, 191-212. 
Wang, B., You, Z.B., Rice, K.C., and Wise, R.A. (2007). Stress-induced relapse to cocaine 
seeking: roles for the CRF(2) receptor and CRF-binding protein in the ventral tegmental 
area of the rat. Psychopharmacology (Berl) 193, 283-294. 
Waselus, M., Nazzaro, C., Valentino, R.J., and Van Bockstaele, E.J. (2009). Stress-induced 
redistribution of corticotropin-releasing factor receptor subtypes in the dorsal raphe 
nucleus. Biol Psychiatry 66, 76-83. 
Waselus, M., Valentino, R.J., and Van Bockstaele, E.J. (2011). Collateralized dorsal raphe nucleus 
projections: a mechanism for the integration of diverse functions during stress. J Chem 
Neuroanat 41, 266-280. 
Westphal, N.J., and Seasholtz, A.F. (2006). CRH-BP: the regulation and function of a 
phylogenetically conserved binding protein. Front Biosci 11, 1878-1891. 
Williams, C.L., Buchta, W.C., and Riegel, A.C. (2014). CRF-R2 and the heterosynaptic 
regulation of VTA glutamate during reinstatement of cocaine seeking. J Neurosci 34, 
10402-10414. 
Zorrilla, E.P., Logrip, M.L., and Koob, G.F. (2014). Corticotropin releasing factor: a key role in 
the neurobiology of addiction. Front Neuroendocrinol 35, 234-244. 
 
